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 چکیده
 کنترلی با استفاده از ناحيه ، )sulytcadotpel sucatsA(شاه ميگوی آب شيرین جمعيت ساختار ژنتيک  حاضر در مطالعه
نمونه شاه ميگو از  231تعداد منظور همين به قرار گرفت. بررسی مورد  AND یابیتوالی روش و )pool-D( ميتوکندریایی
به روش ها نمونهAND  کميت سپس مع آوری گردید.ج0931ارس در سال  دریاچه سددریای خزر و  مناطق مختلف
-در نمونه در مجموع تعيين شد. یداتيدیوم بروما آميزی بارنگو  ژل آگارزی و کيفيت آن از طریق الكتروفورز اسپكتروفتومتر
 ± 0/8300و  0/118 ± 0/940به ترتيب برابر با  نوکلئوتيدیو  یهاپلوتيپتنوع  شناسایی وهاپلوتيپ  83 های مناطق مختلف،
 .دست آمدنيز ب  2χ=  87/52و ميانگين آزمون مربع کای  3/021در آزمون بی طرفی تاجيما  D قدارم .اندازه گيری شد 0/7210
آزمون  منفی نتایج از طرف دیگر، ها ممكن است نشان دهنده متعادل بودن فشار انتخاب باشد.بدست آمده در بين نمونه Dمقدار 
با توجه بود.  هاجمعيت گسترشو همچنين شاخص هارپندینگ تایيد کننده ) s'uF sF ( هاگسترش و پراکنش تاریخی جمعيت
دریای خزر، رودخانه سياه درویشان و در مناطق آستارا  و آناليز واریانس مولكولی ، آزمون دقيقTSFهای تمایز آزمون به نتایج
در مناطق نمونه مشخص گردید که همچنين  .)< P  0/100داری را با سایر مناطق نشان دادند ( اختلاف معنی جفرود
و ناحيه  جفرودی رودخانه سياه درویشان و هانمونه کهبطوری ،اردوجود د ی از شاه ميگوی آب شيرینتمایزم هایبرداری،گروه
تواند نقش موثری برای های این تحقيق مییافتهبطور کلی از این گونه را نشان می دهند. های متمایز ژنتيكی گروهآستارا 
 شناسایی ذخایر و بهبود ژنتيكی شاه ميگوی آب شيرین ایفاء نماید. 
  
 
 دریاچه سد ارس، ای خزریدر ،میتوکندریایی AND،  sulytcadotpel sucatsA، شاه میگوی آب شیرین :کلیدی کلمات
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 مقدمه
سه خانواده شاه ميگوي آب بر اساس مطالعات انجام شده، 
خانواده در بين آنها شيرين در دنيا وجود دارد كه 
نيز  در ايران بومي منطقه آسياي غربي است و eadicatsA
 sulytcadotpel sucatsA آب شيرين شاه ميگويگونه 
 aseihC ;9991 ,ikcutS( مي باشدخانواده  متعلق به اين
غذايي  بالاي ارزشامروزه با توجه به . )1102 ,.la te
است كه  پيدا نمودهافزايش  مصرف آنها نيزجانوران آبزي 
و  دارد در اين ميان شاه ميگوي آب شيرين جايگاه ويژه اي
از جمله رژيم غذايي ارزان، ارزش داشتن خصوصياتي  اب
اقتصادي بالا و بازارپسندي مناسب در دنيا از اهميت 
 te ruopmiraK( اقتصادي و تجاري خاصي برخوردار است
 . )8002 ,ulğoilraH ;1102 ,.la
هاي وضعيت امروزه تنوع ژنتيکي بعنوان يکي از شاخص
اي رود. يکي از راهههاي آبي بکار مياكولوژيک اكوسيستم
ها بررسي ساختار ژنتيکي آبزيان مطالعات ژنتيک جمعيت
اي و ساختار جمعيت بوده و شناسايي تحولات درون گونه
هسته اي و  ANDبا استفاده از نشانگرهاي مولکولي ِ
هاي اساسي در اعمال مديريت صحيح ميتوكندري از نياز
. )2102 ,.la te imezakruoP(باشد برداري ميبهره
 كاربردهاي) ANDtmميتوكندريايي ( AND هايبررسي
تعيين  جمله از آبزيانرا در زيست شناسي  متعددي
تغييرات بين افراد، بررسي تغييرات درون و بين جمعيتي، 
اي و ديگر سطوح بررسي تاكسونوميکي تغييرات درون گونه
 dna notgnilliB( شتهداطبقه بندي مانند جنس ها 
 ,nworB ;4002 ,sedroC dna auiL ;5991 ,trebeH
سخت ژنتيک جمعيت در مطالعات بطوري كه  .)8002
 و ناحيه كنترل  ANRr S61 نظير هايژن ،پوستان
بسيار مورد استفاده قرار گرفته اند  ميتوكندريايي AND
 eyaH ;0002 ,.la te trabuhcS ;0002 ,.la te gnoT((
 .  2002 ,.la te
ا استفاده از ب تلاش نموده اند تا0891سال  ازمحققين 
سخت  هاي مختلفساختار ژنتيکي گونه هاي مختلفروش
. بررسي نمايندشاه ميگوي آب شيرين را  پوستان از جمله
مطالعات اوليه بر اساس الکتروفورز پروتئين به عنوان مثال، 
-كه تنها سطوح پاييني را در بين جمعيت صورت گرفت
-سالدر هاي شاه ميگوي آب شيرين اروپايي نشان دادند. 
هاي روشبا پيشرفت فن آوري و توسعه  هاي گذشته
ميتوكندري  ANDهاي مختلفي نظير روش، کوليمول
 ,9991 , zluhcS( DPAR)، 0002 ,.la te naejdnarG(
 dna renzteF( PLFA)، 1002 ,.la te niuoG;4002
 ;2002 ,.la te niuoG( ريزماهواره و )9991 ,lladnarC
هاي شاه ر مطالعات جمعيتد )3102 ,.la te ssorG
 نيز در ايران. اندبه كار گرفته شده ميگوي آب شيرين
 تاكنون انسخت پوستي هاگونهبرخي از مطالعات ژنتيکي 
و  گيل كلايي رضواني ؛ 1831،بابايي( صورت پذيرفته است
 ؛ 4831 ،نهاوندي و همکاران  ؛ 0831،همکاران 
 ).0931،همکاران شکوهمند و 
هاي ناسب ساختار جمعيت بايستي از روشبراي توصيف م
بر  هاي مختلف بهره گرفته شود.ها و ژننشانگرمتعدد و 
شناسايي و تمايز هدف از انجام اين تحقيق  همين اساس،
با  مناطق مورد مطالعه هاي احتماليجمعيتژنتيکي 
تعيين و ميتوكندريايي  ANDيابي استفاده از روش رديف
في نشانگر مولکولي جهت تمايز ميزان تنوع ژنتيکي و معر
 باشد.يم آنها
 
 هامواد و روش
 هاجمع آوری نمونه
شاه ميگوي آب  صيد مولدينبه منظور تهيه نمونه ها 
 4تالاب انزلي و  شامل در نقاط مختلف جغرافيايي ،شيرين
رودخانه منتهي به درياي خزر و غرب و بخش مركزي 
در سال  درياچه سد ارسجنوب درياي خزر و همچنين 
 .)1، شکل 1جدول ( گرفتبا استفاده از تله انجام  0931
، مقدار كمي بافت از هانمونه براي جلوگيري از آسيب به
 وناحيه پاي اول بند اول شاه ميگو توسط انبرک جدا شد 
 هانمونه درصد نگهداري گرديد. 69در الکل اتانول  سپس
تيک براي انجام آزمايشات مولکولي به آزمايشگاه ژن
 د.شدنمنتقل دانشگاه گيلان 
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 : مناطق نمونه برداری و تعداد نمونه ها در روش توالی یابی  1جدول 
شماره ایستگاه در 
 نقشه
 تعداد طول و عرض جغرافیایی نام ایستگاه
 8درجـــه و  83شرقي و  طول دقيقه 55درجه و94 آستارا -درياي خزر  1
 شمالي عرض دقيقه
 02
 33درجـــه و  37شرقي و  طول دقيقه 24درجه و94 كياشهر -درياي خزر  2
 شمالي عرض دقيقه
 02
 62درجـــه و  37شرقي و  طول دقيقه 02 درجه و94 تالاب انزلي  3
 شمالي عرض دقيقه
 02
 29درجـــه و  37شرقي و  طول دقيقه21 درجه و94 رودخانه جفرود   4
 شمالي عرض دقيقه
 02
 01درجـــه و  37شرقي و  طول دقيقه 81 درجه و94 رودخانه  ماسوله رودخان  5
 شمالي عرض دقيقه
 41
درجـــه و  37شرقي و  طول دقيقه 71 درجه و94 رودخانه سياه درويشان   6
 شمالي عرض دقيقه71
 81
 83درجـــه و  83شرقي و  طول دقيقه 2 درجه و54 درياچه سد ارس  7
 شمالي عرض دقيقه
 02
 231  مجموع
 
 
برداری شاه میگوی آب شیرین در دریای خزر، تالاب : مناطق نمونه1شکل 
 .آورده شده است)  1(جزئیات در جدول دریاچه سد ارس انزلی و 
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 آزمایشات مولکولی
روش از  ژنومي ANDبراي استخراج كل  بررسيدر اين 
 dna silliHاستفاده گرديد ( ايزوآميل الکل-كلروفرم–فنل 
 ANDيفيت جهت بررسي كدر ادامه  ).0991,ztiroM
 te imezakruoP( افقي استخراج شده از روش الکتروفورز
و ميزان ) درصد 0/8(بر روي ژل آگارز  )2102 ,la
جذب شده بوسيله  1فلورسانس تركيب اتيديوم بروميد
نمونه AND  تعيين كميت همچنين. استفاده شد AND
 )0001(نانودراپ  يدستگاه اسپکتروفتومتر به كمکها 
  .ثبت گرديداندازه گيري و 
ميکروليتر  02اي پليمراز در حجم واكنش زنجيره
 ميکروليتر يک ،ميلي مولار؛ پرايمر 01،  sPTNdشامل:
 2/5  ،بافر RCP، نانوگرم؛  001، AND؛  پيکومول) 01(
 و ميلي مولار 05؛ كلريد منيزيم 01  xبا غلظتميکروليتر 
آب مقطر انجام گرفت. شرايط چرخه دمايي و مشخصات 
 ,frodneppE( ده شده به دستگاه ترموسايکلردا
 :مراز به ترتيباي پليبراي واكنش زنجيره )ynamreG
، دقيقه 5درجه سانتيگراد به مدت  49سازي مرحله جدا
درجه سانتيگراد به  15مرحله اتصال پرايمرها به هدف از 
درجه سانتيگراد،  27 ثانيه، مرحله بسط پرايمر 03مدت 
 ).2چرخه بهينه سازي گرديد (جدول  52 برايدقيقه  01
 ANDپرايمرهاي اختصاصي از ناحيه كنترل 
شاه ميگوي آب  2Dحلقه  قطعهميتوكندريايي از توالي 
و سپس به كمک  هبدست آمد IBCNدر بانک ژن  شيرين
طراحي گرديد. توالي  74.0.5 rennurnuGنرم افزار 
 :1پرايمر  شامل Dحلقه  طراحي شده قطعه پرايمرهاي
5
’
3-TTCTAAAATAAGATC GACCAAGAA-
 ’
 ACCTAG-'5  :2پرايمر و 
3-ACAGCATTTCCTACAAGA
 بودند. '
در ژل  بدسـت آمـده  تمحصولا، RCPبعد از انجام مراحل 
سـازي و بـه درصد با نقطه جوش پـايين خـالص  0/8آگارز 
براي تعيـين تـوالي ارسـال  در آلمان IBAاينده شركت نم
                                                          
edimorb muidihtE 1
2
 pool-tnemecalpsiD 
به طور مستقيم  AND ابتدا كه در به اين ترتيب .گرديدند
 dna zterK(هاي ذوب شده طبق روش استاندارد در تکه
بـا  يـابي تـوالي  انجام شد سـپس S53 با  )3991 ,nierB’o
 1پرايمـر  به همراه  AND qaT tsilcyc استفاده از كيت
 IBA  دسـتگاه  بـا  گـراد درجه سانتي 15ر دماي الحاق د
 )ASU ,smetsysoiB deilppA( 773 ledoM msirP
در ژل   ANDهـايتـواليدر ادامـه كـار . پـذيرفت انجـام
حـل  مولار 7 درصد و اوره 6اكريل آميد واسرشت شده پلي
ها و خشـک ژل تثبيتپس از  هانمونه نيز در نهايت د.شدن
بـه  Xدر معرض فيلم اشعه  ،ايشدن بر روي سيني شيشه
 مدت چند روز قرار گرفتند.
 
 آماری تجزیه و تحلیل
ن بررسي از نرم افزارهاي متعددي براي آناليز داده ها در اي
هاي مربـوط بـه هاپلوتيپاستفاده گرديد. به اين ترتيب كه 
 ميتوكنـدريايي بـا اسـتفاده از نـرم  AND Dحلقـه  قطعه
و  يهـاپلوتيپافزارهـاي آمـاري مشـخص گرديدنـد. تنـوع 
هـا بـا اسـتفاده از شـاخص مخصوص جمعيت نوكلئوتيدي
د. فواصــل شــدنگيــري ) انــدازه1891( amijaTو  ieN
 هـا بـر اسـاس روش دوپـارمتريهاپلوتيـپژنتيکـي بـين 
 )3102 ,nietsnesleF ;596.3 PILYHP( arumiK
 ,uF(  SF s’uFهـاي آزمـون  براي انجـام  محاسبه گرديد.
از بسته نـرم افـزار  )9891 ,amijaT(تاجيما  Dو  )7991
جه ــت بررس ــي  تک ــرار 00001ب ــا  5v PSanDآم ــاري 
 اسـتفاده شـد هـاسـترش و پـراكنش تـاريخي جمعيـتگ
. شـاخص هارپـدين  )9002 ,sazoR dna odarbiL(
)  و آزم ــون دقي ــق جه ــت تم ــايز 4991 ,gnidnepraH(
 ني ــز )5991 tessuoR dna dnomyaR(ه ــا جمعي ــت
 بدسـت آمـد  0.3 niuqelrAبسته نرم افزار آماري  وسيلهب
 .)5002 ,.la te reiffocxE(
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د حداکثر احتمال ترکیب الگوی جانشینی : برآور2جدول 
 شاه میگوی آب شیرین ANDtm نوکلئوتیدی منطقه کنترل
 G C T A نوکلئوتید
 61/51 2/89 6/21 - A
 3/56 41/65 - 4/23 T
 2/68 - 21/10 6/71 C
 - 2/89 6/2 81/90 G
با خانه هاي رنگي مشخص شده است و  1ميزان احتمال جانشيني انتقالي
: تغيير  noitisnarT(. noisrevsnarTاحتمال جانشيني اد شامل  بقيه اعد
يک باز پورين به جاي يک باز پورين ديگر و يا يک باز پيريميدين به جاي 
به جاي  2: جانشيني يک باز پورينnoisrevsnarT و يک باز پيريميدين ديگر
 .)مي باشد 3يک باز پيريميدين
 
) ب ــا R( noisrevsnart/noitisnartن ــرک ك ــل همچن ــين 
) با اسـتفاده 3102و همکاران ( arumaTاستفاده از روش 
 بدست آمد: 6 AGEMافزار م نره كمک از فرمول زير و ب
 ])C+T(*)G+A([/]2k*C*T + 1k*G*A[ = R
:  2kباز پورين و ميزان احتمال جانشيني :  1kدر فرمول 
برنامه   باز پيريميدين مي باشد.ميزان احتمال جانشيني 
، براي ايجاد ماتريس فاصله انشعاب 6 AGEM  آماري 
ها به كار گرفته شد. الگوي ساختار هاپلوتيپتوالي بين 
 )AVOMA(جغرافيايي با استفاده از واريانس مولکولي 
 بوسيله نيز فرضيه اصلي ساختار جمعيت. برآورد گرديد
مورد آناليز قرار بار تکرار  0001با  و  4مربع كاي آزمون
 گرفت. 
 
 نتایج
 قطعه منطقه كنترلهاي توالي ،هاي آماريجهت بررسي
 نرم افزارشاه ميگوي آب شيرين با استفاده از  ANDtm
جايگاه  86 مجموعدر  و شدند 5همتراز 2 W latsulC
ها مشاهده گرديد. همه جانشيني بازها تغير در همه تواليم
                                                          
1
snoitutitsbus lanoitisnarT 
2
 eniruP 
3
   enidimiryP 
sesylana erauqs-ihC 4
5
ngilA 
مشاهده  6نوع انتقالي بودند و هيچ گونه حذف يا الحاق از
هاي شاه ميگوي آب شيرين مناطق در بين نمونهنشد. 
 تركيب هاپلوتيپ 83در مجموع  بردارينمونه مختلف 
 هاي مختلفهاپلوتيپدر  .)4(جدول  مشاهده گرديد
چندين جايگاه نوكلئوتيدي مشخص گرديد و بيشتر 
 )T↔C( 7هاي انتقاليتغييرات مشاهده شده شامل جهش
تيدي در طول همچنين ميانگين نسبت نوكلئو. بودند
بود و نشان  )C+G( : )T+A( ≈%  85: 24ها تقريبا توالي
 )T) و تيمين (Aنسبت بازهاي آدنين ( غالب بودندهنده 
مي باشد كه به صورت نوكلئوتيدهاي تکراري در طول 
حداكثر احتمال تركيبي الگوي  .مشخص شدند هايتوالي
در  شاه ميگوي آب شيرين نوكلئوتيدي منطقه كنترل
آورده شده است و  2اطق نمونه برداري در جدول من
مطابق با جدول ميزان احتمال جانشيني نوكلئوتيدي هر 
محاسبه ) 3102و همکاران ( arumaTباز بر اساس روش 
همچنين ميانگين فراواني در اين بررسي . گرديد
،  0/503به ترتيب  Gو  C،  T، Aهاي نوكلئوتيدي باز
 آمد. بدست 0/891و  0/602، 0/192
  منطقه كنترلبراي توالي  amijaTبي طرفي  آزمون
 amijaTطبق روش  شاه ميگوي آب شيرين ANDtm
)  P > 0/50را نشان داد (  2/563را  Dميزان  )9891(
 ).3(جدول 
هاي شاه ميگوي آب نمونه با مقايسه هاپلوتيپ هاي
در بين  )A ( هاپلوتيپ هاپلوتيپيک  ، مشخص شدشيرين
هاپلوتيپ  اينبيشترين تعداد بود.  شترکمبصورت  آنها
آستارا و -هاي منطقه درياي خزرعدد) در نمونه 01(
رودخانه سياه درويشان مشاهده گرديد كه به ترتيب داراي 
و ماسوله به  جفرودرودخانه  .هاپلوتيپ نادر بودند 4و  5
 4هاپلوتيپ كه از اين تعداد به ترتيب  8و  7ترتيب داراي 
و  Jهاپلوتيپ مشترک  2 تعداد نادر بودند.هاپلوتيپ  3و 
 ، در بين نمونه هاي مناطق جنوبي درياي خزرنيز 1J
 مشخص گرديد. 
                                                          
6
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7
 snoitisnarT 
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 ANDtm  منطقه کنترلبرای توالی  amijaT: آزمون بی طرفی 3جدول 
 D π Θ sp S M
 3/021 0/512 0/682 0/576 412 86
 تنوع نوكلئوتيدي :π ؛1a/sp :Θ، m/S:  sp؛ 1هاي متفرق: تعداد جايگاه S ها؛تعداد جايگاه :M
 در مناطق مختلف شاه میگوی آب شیرین ANDtm  های منطقه کنترل: توزیع هاپلوتیپ4جدول 
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 مناطق
 
 شماره هاپلوتیپ 
 1 A 5 2 3 2 8 01 3
 2 1A 1 0 0 0 4 3 1
 3 2A 2    1  
 4 3A     1 2 
 5 4A 1      
 6 5A 1     1 1
 7 B 1 9 1  2 1 
 8 1B  1 1  1  
 9 2B  1     
 01 3B  1     
 11 C  1 4  1  
 21 1C   1    
 31 2C   1  1  
 41 D  1  11 1  
 51 1D    2  1 
 61 2D    1   
 71 3D   1    
 81 4D   1    
 91 E    1   
 02 F       1
 12 G       
 22 1G       
 32 2G       
 42 3G       
 52 H       
 62 1H 1      
 72 2H 1      
 82 I 7      
 92 J      1 9
 03 1J      1 1
 13 K       1
 23 1K       1
 33 2K       1
 43 L  1     
 53 1L  1     
 63 M       1
 73 P    2   
 83 1P    1   
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 درياچه سدتالاب انزلي و هاپلوتيپ در نمونه هاي  9تعداد 
هاي بين نمونهدر  Bند. هاپلوتيپ مشاهده شد ارس
هاي بين نمونهدر  Dهاپلوتيپ رودخانه سياه درويشان، 
منطقه  هايبين نمونهدر   Jهاپلوتيپ رودخانه جفرود و
 3Aهاپلوتيپ همچنين . را داشتندرين تعداد بيشت، آستارا
مشترک  كياشهر-تالاب انزلي و منطقه خزر هايبين نمونه
بصورت هاي مناطق نمونه هايهاپلوتيپ 5در جدول . بود
 )π(و تنوع نوكلئوتيدي   )h(تنوع هاپلوتيپيكامل، نتايج 
ميگوي آب شيرين شاه ميتوكندري ANDمنطقه كنترل 
با  آورده شده است. sFو  Dهاي موننتايج آز به همراه
ميانگين تنوع مشخص گردد كه  5توجه به جدول 
در كل نمونه ها به ترتيب برابر با  نوكلئوتيديو  هاپلوتيپي
همچنين  بود. 0/7210 ± 0/8300و 0/118 ± 0/940
 و مقدار آستارامنطقه بيشترين تنوع هاپلوتيپي مربوط به 
ن تنوع نوكلئوتيدي . بيشتريدست آمدب 0/698 ± 0/630
 ± 0/1200 مقدار احيه بود كهنيز مربوط به همين ن
در كل مناطق بين  تنوع هاپلوتيپيدامنه  .داشت 0/8910
در  0/698 ± 0/630در تالاب انزلي تا  0/837 ± 0/10
بجز  sF آزمون نتايج ).6متغير بود (جدول آستارا منطقه 
دار معني Dي هاآزمونولي  دار بودندمعنيرودخانه ماسوله 
هاي نادر با پراكنش بين هاپلوتيپهمچنين  .نبودند
 . دشمشاهده نارتباطي ها تاريخي جمعيت
داري مقدار سطح معنيدر بررسي حاضر آناليز داده ها 
هاي ناحيه كنترل هاپلوتيپمربع كاي و اختلاف فراواني 
ميگوي آب شاههاي مختلفي از وجود گروه ANDtm
علاوه بر ق نمونه برداري تاييد مي كند. را در مناط شيرين
ي نمونه هاي هاپلوتيپنتايج نشان دادند كه فراواني اين، 
منطقه آستارا، رودخانه سياه  شاه ميگوي آب شيرين
از مناطق  شاه ميگوهاي ، با ساير نمونهجفروددرويشان، 
تالاب انزلي و رودخانه ماسوله رودخان از  كياشهر، ارس،
) و  p > 0/1000داري دارد (ف معنينظر آماري اختلا
ضمن تائيد اين  olraC-tnoMآناليز مربع كاي با روش 
د كه جمعيت اين مناطق اختلاف فراواني دامسئله نشان 
 وجود ها دارد كه بيانگري زيادي با ديگر نمونههاپلوتيپ
باشد. بيشترين اختلاف فراواني هاي متمايز ميجمعيت
قه آستارا در ناحيه جنوبي درياي هاي منطي نمونههاپلوتيپ
)  و  χ2=  651/34،  p > 0/1000ارس (  درياچهخزر  با 
-رودخانه سياه درويشان با نمونههاي بعد از آن در نمونه
داري ارس بود كه از نظر آماري اختلاف معني درياچههاي 
). كمترين اختلاف  χ2=  451/25، p > 0/1000داشت (
هاي مناطق تالاب انزلي و بين نمونه نيز يهاپلوتيپفراواني 
بين  بعد از آن) و  χ2=  31/1، p >0/9581ارس ( درياچه
، p > 0/6671كياشهر (  ،هاي مناطق تالاب انزلينمونه
 ).6(جدول  ) مشاهده گرديد χ2=  91/68
كه  مي دهدنشان  ،7در جدول  AVOMAنتايج آزمون 
شاه  هاينمونهدر  )p > 0/100( يداراختلاف معني
وجود  بردارينمونهمناطق در بيشتر  ميگوي آب شيرين
نشان داد كه در برخي از  ان بررسي همچنين نتايج دارد.
به اين اي وجود دارد و مناطق تنوع ژنتيکي قابل ملاحظه
چند جمعيت  از وجود شاه ميگوي آب شيرينترتيب 
واريانس %  17/52 مقدار كهطوريمختلف برخوردار است ب
واريانس بين % 9/70 ،)p > 0/100مناطق (ي هانهبين نمو
% نيز  91/86) و p=  0/5820( هاجمعيتدرون ها و نمونه
خود كه  )P > 0/100( بدست آمدها در بين جمعيت
-نشان دهنده اين مسئله است كه بيشتر تنوع ژنتيکي شاه
 .)7(جدول  بين مناطق است در ميگوي آب شيرين
بر اساس روش ) TSF( تمايزنتايج بررسي شاخص 
كه  نشان داد )3102 ,nietsnesleF( arumiK دوپارمتري
منطقه مختلف  7از  شاه ميگوي آب شيرينهاي بين نمونه
-در بين نمونه چنانچهدارد وجود تنوع ژنتيکي قابل قبولي 
داري از نظر آماري اختلاف معني ،هاي برخي از مناطق
) و در TSF=  0/6142،  P > 0/100مشاهده گرديد  (
 داري مشاهده نگرديدبعضي از  موارد نيز  اختلاف معني
  .)8(جدول 
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 و شاخص هارپدینگ SF s’uFتاجیما  و  Dهای ، آزمون π (± )D.S و تنوع نوکلئوتیدی  h (± )D.S تنوع هاپلوتیپی :5جدول 
 مناطق
تعداد 
 هاپلوتیپ
 h π
 Dآزمون SF s’uF
 تاجیما
شاخص 
هارپدینگ 
 )r(
 0/18240 -0/1127 -4/975* 0/698 ± 0/630 0/8910 ± 0/1200 01 آستارا -درياي خزر
 0/46410 -0/8045 -1/086* 0/947 ± 0/250 0/2900 ± 0/4300 8 كياشهر -درياي خزر
 0/73010 -0/4368 -0/347 0/837 ± 0/10 0/9900 ± 0/9800 9 تالاب انزلي
 0/8800 -0/1126 -5/736* 0/638 ± 0/290 0/4510 ± 0/500 7 رودخانه جفرود 
 0/8910 0/8641 -3/504* 0/228 ± 0/60 0/7210 ± 0/200 8 ماسوله رودخان رودخانه
 0/23700* -0/7789 -3/989* 0/568 ± 0/860 0/2210 ± 0/8700 9 رودخانه سياه درويشان 
 0/77910 -0/3035 -0/105* 0/377 ± 0/80 0/2010 ± 0/100 9 ارس درياچه سد
    0/118 ± 0/940 0/7210 ± 0/8300 83 جمع
 و شاخص هارپدين معني دار بودن با علامت ستاره نشان داده شده است. SF s’uFتاجيما  و  Dهاي در آزمون *         
 
 برداریهای مختلف نمونهمکان میگوی آب شیرینشاه : مقایسه آماری مربع کای در بین6جدول 
ارا مناطق
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 941/2 كياشهر -درياي خزر
 )0/0000(
     -
 311/7 تالاب انزلي
 )0/0000(
 91/68
 )0/6671(
    -
 89/74 رودخانه جفرود 
 )0/0000(
 34/6
 )0/6750(
 52/46
 )0/2450(
   -
 68/43 رودخانرودخانه  ماسوله 
 )0/0000(
 83/22
 )0/4800(
 12/80
 )0/0540(
 131/25
 )0/0000(
  -
 831/2 رودخانه سياه درويشان 
 )0/0000(
 78/96
 )0/0000(
 98/26
 )0/0000(
 69/72
 )0/0000(
 49/2
 )0/0000(
 -
 651/34 ارس درياچه
 )0/0000(
 51/33
 )0/9450(
 31/1
 )0/9581(
 78/74
 )0/0000(
 92/35
 )0/6200(
 451/25
 )0/0000(
 ري نشان داده شده است.دادرون پرانتز سطح معني *
 
 میگوی آب شیرینهای شاهبین نمونه AVOMA نتایج آزمون:  7جدول 
 P TSF درصد تغییرات درجه آزادی منبع تغییرات
 >0/100 0/4871 91/86 6 هابين جمعيت
 0/5820 0/36570 9/70 6 هاها، درون جمعيتبين نمونه
 >100 0/6142 17/52 131 هادر  نمونه
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 در مناطق مختلف شاه میگوی آب شیرینهای نمونه در بین *آزمون دقیقو  TSF: مقدار مقایسه شاخص 8 جدول
ارا منطقه
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 - + - + - . 0/491 كياشهر -درياي خزر
 - + - + - + . 0/540 0/721 تالاب انزلي
 + + + . 0/212 0/481 0/532 رودخانه جفرود 
 + - - + . 0/102 0/510 0/280 0/822 رودخانه  ماسوله رودخان
 - + . 0/612 0/991 0/391 0/032 0/981 رودخانه سياه درويشان 
 . 0/091 0/380 0/442 0/840 0/160 0/762 ارس درياچه
 دار بودن آزمون دقيق.،و معني TSFدار نبودن معني= +  -و آزمون دقيق .  TSFون معني دار نبودن در دو آزم = -هاي علامت *
 دهد.و آزمون دقيق را نشان مي TSFدار بودن در دو آزمون معني =  +  دار نبودن آزمون دقيق وو معني TSFدار بودن معني =  -+ 
 
نشان آزمون دقيق و  TSFشاخص تمايز نتايج همچنين 
 ،ر منطقه آستارا از سواحل جنوبي درياي خزرد كه دنددا
-شاههاي با ديگر نمونه جفرودرودخانه سياه درويشان و 
تالاب انزلي و  از مناطق كياشهر، ارس، ميگوي آب شيرين
داري رودخانه ماسوله رودخان از نظر آماري اختلاف معني
نيز نشان داد  AVOMA زمونآ نتايج .)p > 0/100(دارد 
رودخانه سياه درويشان و  هاي منطقه آستارا،كه بين نمونه
. بعد )p > 0/100(داري وجود دارد اختلاف معني جفرود
نيز  )p = 0/200(  inorrefnoBاز انجام ضريب تصحيح 
دار نبودند ولي بعضي از اختلافات موجود بين مناطق معني
رودخانه سياه  هاي مناطق آستارا،اختلاف بين نمونه
. بين p > 0/50(دار باقي ماند معني جفروددرويشان و 
گونه هيچ inorrefnoB آزمونساير مناطق قبل و بعد از 
 ).9 (جدول اختلافي مشاهده نگرديد
هاي نمونه TSFدامنه با توجه به جدول مشخص مي شود 
بين تالاب انزلي و  0/510از  ،شاه ميگوي آب شيرين
منطقه  هايبين نمونه 0/762رودخانه ماسوله رودخان تا 
. بيشترين اختلاف استمتغير  ارس درياچهآستارا و -خزر
هاي منطقه آستارا در تمام مناطق مختلف بين نمونه TSF
در  ).9 بدست آمد (جدول 0/762 با مقدار ارس درياچهو 
 ANDناحيه كنترل يابي يافته هاي بررسي توالي مجموع،
 آزمون نتايج بر اساس ميگوي آب شيرينشاهميتوكندري 
و آزمون دقيق  TSF شاخص تمايز و همچنين AVOMA
توان سه جمعيت مختلف را در نظر گرفت نشان داد كه مي
و  جفرودرودخانه هاي منطقه آستارا، كه شامل جمعيت
 د.نباشمي رودخانه سياه درويشان
 
 و نتیجه گیری بحث
تا  موجب شدهكاهش ذخاير آبزيان در اكثر نقاط جهان 
ساختار ذخاير به مطالعه و تعيين  محققين جهت مديريت
بخوبي اثبات شده روي آورند و  هاي با ارزشژنتيکي گونه
بسيار   ژنتيک جمعيت آبزيان و مديريت شيلات رابطه كه
ترين  يکي از عمدهاز طرفي نزديکي با يکديگر دارند. 
ها بين مسائل در ژنتيک جمعيت، شناخت تفاوت
يي پراكنش آنها جمعيتهاي مناطق در محدوده جغرافيا
هاي مديريت شيلاتي از  گيري تواند در تصميم است كه مي
برداري پايدار و حفاظت از تنوع ژنتيکي مورد  جمله بهره
اين  موضوعبا توجه به اهميت  . لذااستفاده قرار گيرند
مطالعه به بررسي تنوع ژنتيکي گونه مهم شاه ميگوي آب 
 شيرين در مناطق مختلف كشور پرداخت. 
 ANDنشان داد كه منطقه كنترل اين تحقيق ايج نت
و وجود سه  بودهميتوكندري از تنوع بالايي برخوردار 
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، رودخانه سياه درويشان و آستاراجمعيت شامل منطقه 
در تاييد اين مطلب مي توان به . اثبات مي نمايدجفرود 
با در مطالعات مختلف تاكيد كرد.   Dحلقهنقش موثر 
به عنوان قسمتي از   Dحلقهحققين، هاي متوجه به يافته
شود كه از منطقه آغاز همانند ناحيه كنترل معرفي مي
شروع و تا توالي پيوسته  )HO(سازي رشته سنگين 
ها ادامه دارد. علاوه بر وظيفه اين قسمت )1SAT(انتهايي 
هاي جانشيني هاي طولي ونواحي چپ و راست بوسيله جهش
. اما به )1991 ,notyalC( يابندمي غييربازي به سرعت ت
ها در منطقه كنترل دليل حذف و الحاق بالا توزيع جهش
ها تغيير يابد. امروزه مطالعات تواند در بين گونهمي
منتشر  انآبزيدر  يابي منطقه كنترلاي از تواليگسترده
 ;3102 ,.la te irazaN ;5002 ,.la te ciraB( شده است
).  4102 ,.la te gnaW ;1102 ,.la te hglohkhsohK
يابي مطالعاتي كه بر اساس توالي، محققينبنابر نظريات 
هاي گونه فيلوژنتيکي ساختار ،پذيردصورت ميمنطقه كنترل 
هاي نزديک بهم و همچنين ساختار ژنتيکي جمعيت
و در  )4991 ,esivA(سازد مختلف آبزيان را معلوم مي
تنوع قابل ري ميتوكند ANDاين ناحيه از اين مطالعه نيز 
در برخي از در تحقيقات مختلف  اي را نشان داد.ملاحظه
ژنتيکي  وجود ساختارهاي سخت پوستان نظير ميگو گونه
گزارش و دلايل متعددي از جمله فاكتورهاي جمعيت 
هاي رفتاري براي توجيه اين ساختار محيطي، مکانيسم
 ;0002 renthgiL dna trebuA(است  گرديدهعنوان 
 .)1002 ,.la te odahcaM aicraG
مشاهده شدند هايي كه در اين بررسي تعداد هاپلوتيپ
نشان از سطوح بالاي چندشکلي در اين قسمت از مولکول 
در اين بررسي با روش توالي همچنين دارد.  ANDtm
هاپلوتيپ  83ميتوكندري تعداد  ANDيابي منطقه كنترل 
 uhCير مشخص گرديد كه در مقايسه با ديگر محققان نظ
كه با  2موزي ) در بررسي ميگوي3002و همکاران (
هاپلوتيپ بدست آوردند  51آنزيم برشگر  4استفاده از 
                                                          
1
  ecneuqes noitaicossa noitanimreT 
2
 sisneiugrem sueaneporenneF 
و  zenemiJ-sellaVبيشتر بوده و نسبت به مطالعه 
هاي ميگوي ) كه با بررسي جمعيت6002همکاران (
 ،هاپلوتيپ بدست آوردند 84آنزيم  4با استفاده از  3سفيد
العه حاضر ميانگين تنوع هاپلوتيپي در در مط كمتر بود.
 4شاه ميگوي آب شيرين بالا بوده و نسبت به ميگوي ببري
آنزيم برشگر عدد  5استفاده از  و PLFR-RCPروش  كه با
)، 8991 ,.la te agnubnilKبدست آمده بود ( 0/735
هاي ديگر بر روي گونه بيشتر بود. همچنين در بررسي
 IIOC–IOCآنزيم و ژنهاي  11ميگوي ببري با استفاده از 
و  0/468، تنوع هاپلوتيپي مشابهي ANDtmمولکول 
 .) بدست آمد9991 ,.la te agnubnilK( 0/558
هايي كه در نشان داد كه نمونه همچنيننتايج اين بررسي 
هاي دريايي صيد شده بودند، در مقايسه با نمونه هارودخانه
ي برخوردارند. ااين گونه از تنوع ژنتيکي قابل ملاحظه
مطالعات اوليه با استفاده از الکتروفورز پروتئين نشان داد 
كه گونه خرچن  دراز آب شيرين در مقايسه با ديگر 
تري برخوردار از هتروزيگوسيتي پايين شاه ميگو هايگونه
هاي داده تنوع با وجود اين مطلب، ).7991 ,lladnarCاست (
وسط محققين ت 5ميگوي آب شيرينشاه آلوزايمي در
 nesseH dna nedloveFمختلفي گزارش شده است 
 )4991 ,.la te  nedloveF ;0991, grebregA ;9891,
) در چهار 0991در سال (  grebregA به عنوان مثال، ).
در سوئد و  ميگوي آب شيرينشاه جمعيت مورد بررسي از
لهستان تنوعي ژنتيکي قابل مشخصي را مشاهده نکرد اين 
) 9891در سال ( nesseHو  nedloveFاست كه در حالي 
داري را از ) اختلاف معني4991و همکاران ( nedloveFو 
 وگزارش در اين گونه هاي نروژ نظر ژنتيکي در جمعيت
هاي نروژي از سوئد كه احتمالا جمعيت نداذعان داشت
 اختلاف ژنتيکي مورد بحث را اثر علت اند وآورده شده
 د.دننتيکي عنوان نموو رانش ژ 6بنيانگذار
                                                          
 iemannav sueanepotiL 3
  nodonom .P 4
5
 sucatsa .A 
6
 rednuoF 
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فاصله ژنتيکي بدست آمده در اين بررسي با استفاده از 
هاي مورد داري را بين جمعيتختلاف معنيايابي توالي
هاي با يافته هاي اين بررسيداده همچنيننشان داد. بررسي 
) همخواني داشت و مشخص 0002در سال ( zluhcS
يکديگر هايي كه از نظر جغرافيايي به جمعيت ديگرد
با اين شباهت ژنتيکي زيادتري دارند.  ،نزديکتر هستند
اي يا جدايي اجداد ممکن است سازگاري منطقهتوضيح كه 
 در همين رابطه،  در اين رابطه نقش موثري داشته باشد.
) با استفاده از روش اللوزايم تنوع 0991( grebregA
شاه ميگوي آب شيرين، شاه ميگوي بازو  ژنتيکي سه گونه
 12از  و را مورد بررسي قرار داد 2و ميگوي راهنما 1باريک
براي مطالعه تنوع  را آنزيم 51تعداد  ،آنزيم مورد استفاده
 .ددانستنژنتيکي وفيلوژنتيکي بين سه گونه مناسب 
و همکاران  atnaralAاي ديگر همچنين در مطالعه
را در سه  شاه ميگوي آب شيرين) تنوع ژنتيکي 6002(
يابي ناحيه با استفاده از توالي فنلاند و استوني كشور سوئد،
 هاي منطقهجمعيت و نشان دادندمورد بررسي  1STI
ا مختلف بسازي مناطق فنلاند بدليل تبادل و ذخيره
جمعيت  5دو جمعيت از  ليو تنداختلافي نداش يکديگر
به عنوان  1STI و در نهايت ناحيه داشتندسوئد اختلاف 
هاي مشابه اين گونه و گونه عاتمطاليک نشانگر براي 
اندازه جمعيت،  از جملهبيشتري  تحقيقات معرفي گرديد.
هاي كيفيت محيط زيست و تنوع ژنتيکي در سطح ژن
هاي محيط زيستي تواند به ارزيابي محدوديتمختلف مي
هاي يا رانش ژنتيکي در كنار تفکيک ژنتيکي جمعيت
اي هجمعيت ييبراي مشخص نمودن ساختار جغرافيا ،مختلف
 كمک نمايد.خرچن دراز آب شيرين 
 آزمونهمچنين  ، آزمون دقيق وTSF تمايز شاخص
اوتي در ان داد كه اختلاف فراواني ژني متفهتروژني نش
هاي مورد بررسي وجود دارد. در اين بررسي جمعيت
ها در داري در بين همه نمونهساختار جمعيتي معني
هاي گرديد. نتايج دادهو درياي خزر مشخص  هارودخانه
                                                          
1
 sulytcadotpel .A 
2
  sulucsuinel sucatsaficaP 
ميتوكندري وجود حداقل  ANDيابي منطقه كنترل توالي
سه گروه ژنتيکي را مشخص نمود كه سه جمعيت رودخانه 
و ناحيه آستارا اختلاف زيادي از  جفرودسياه درويشان و 
 نزديک جغرافياييفاصله رغم نظر ژنتيکي نشان دادند. علي
 جفروددرويشان و  هاي مختلف نظير رودخانه سياهجمعيت
اين در حالي داري را از خود نشان دادند. اختلاف معني
هاي ديگر نمونه ازهاي ارس با فاصله زياد است كه نمونه
اختلاف  و از نظر آماري شتشباهت ژنتيکي دا ،مناطق
نيازمند مشخص  اين مسئله و مشخص نگرديدداري معني
باشد. مي يندهژنتيکي اين منطقه در مطالعات آنمودن منشاء 
ها از نظر بيشتر جمعيت TSF تمايز شاخصبا توجه به 
تواند در مي داري را نشان دادند. اين نتايجمعنيآماري اختلاف 
ريزي مديريت استراتژيک بازسازي ذخاير مورد برنامه
تعداد دو جمعيت رودخانه علاوه بر اين، استفاده قرار گيرد. 
ر درياي خزر اختلاف ماسوله رودخان و ناحيه كياشهر د
ها از خود نشان ژنتيکي كمي در مقايسه با ديگر جمعيت
هاي آستارا با ديگر از جمله دلايل اختلاف بين نمونه. دادند
شرايط توان به اين مسئله اشاره نمود كه مناطق مي
محيطي درياي خزر و همچنين ترجيح دادن مناطق كم 
تواند ني ميها در دوره لاروي و جواعمق دريا و مصب
مدت با بلندساختار ژنتيکي شاه ميگوي آب شيرين را در 
تغيير در فراواني ژني در كنار نوسانات اندازه جمعيت تحت 
 .)5002 ,.la te ucsetsirC( تاثير قرار دهد
 ANDtmنشان داد كه نشانگرهاي  تحقيقاين يافته هاي 
 هاي گونهابزار مناسبي براي مطالعه تنوع ژنتيکي جمعيت
ها د. اگرچه برخي جمعيتنشاه ميگوي آب شيرين مي باش
دادند و نشان از اختلاط  بروزشباهت ژنتيکي از خود 
درياي  منطقه آستارا در هاي. جمعيتشتها داجمعيت
. بودها از جدا بودن اين گروه از ديگر جمعيت حاكيخزر 
هاي طبيعي بيشتر در شمال كشور بدليل اينکه جمعيت
عنوان نمود اختلاف  تواننمي طور قطعي وجود دارد به
ژنتيکي موجود مربوط به چندشکلي اجدادي اين گونه 
بوده  ارس يا تحت تاثير معرفي اين گونه به درياچه بوده
در مزارع مقايسه تنوع ژنتيکي در مطالعات آينده است. 
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و يا گونه اين  ذخيره سازي شده ازهاي پرورشي، درياچه
بيعي كشورهاي همسايه نظير با مقايسه با ذخاير ط
تواند به مطالعه جامع ژنتيکي آذربايجان و تركيه مي
هاي گونه شاه ميگو كمک نمايد. همچنين استفاده جمعيت
هاي هاي قديمي و همچنين بکارگيري ديگر روشاز نمونه
و  PNS2و  1هاريزماهوارهمطالعات تنوع ژنتيکي نظير 
نوع ژنتيکي و تکاملي هاي تمقايسه با مطالعه حاضر بررسي
 سازد.  اختلاف ژنتيکي را تسهيل مي
 
 تشکر و قدردانی
توسط  08440098حمايت مالي اين تحقيق با كد مصوب 
صورت پذيرفت و  صندوق حمايت از پژوهشگران كشور
هاي دانند به جهت حمايتنويسندگان بر خود لازم مي
اجرايي و مالي اين تحقيق تشکر و قدرداني نمايند. 
 در طول انجام اين تحقيق كليه كساني كهمچنين از ه
قدرداني  ها كمک نمودند، آوري نمونهبخصوص در جمع
 شود.مي
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Abstract 
In this study population genetic structure of freshwater crayfish (Astacus leptodactylus) in Iran was 
investigated using direct sequencing of mtDNA control region. A total of 132 samples were collected 
from the different locations. The quality and quantity of total DNA were determined by agarose gel 
electrophoresis ethidium bromide staining and spectrophotometery, respectively. The results showed 
that 38 haplotypes were observed between samples in sequencing analyses. The haplotype diversity 
(h) and nucleotide diversity (π) were 0.811±0.049 and 0.0127±0.0038 sequencing techniques, 
respectively. Tajima’s D and chi-square (χ2) values were 3.120 and 78.25, respectively. The significant 
positive D value for the samples might suggest balancing selection. Significantly negative 
Fu's Fs values and significantly positive Harpending test values were taken as evidence of a 
population expansion.The results of FST ,Exact test and analysis of molecular variance (AMOVA) 
demonstrated that samples between Siahdarvishan River , Jafrood River and Astara region in the 
southwest Caspian sea statistically are significant in sequencing techniques (P<0.0001).Therefore 
three distinct groups were identified.  These results showed that haplotype distributions in different 
locations were significant and populations of Siahdarvishan River and Astara region statistically were 
significant (P < 0.0001). These results suggests that the unique genetic structure of Siahdarvishan 
River, Jafrood River and Astara region represent a highly valuable genetic resource and provide useful 
information for identifying populations and genetic improvemnet.  
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